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別紙様式3
論文・内容要旨
K整理番号　732　品ふ…な去　窟峯
学位論文題目
Ca子＋／calmodt血potentiateshinsinoatrialnodecellsbyactivating
Ca？iJdalmodulin－d甲endentproteinkinaseII
（Ca2ソカルモジュリンによるモルモット洞房結節細胞の左の調節）
Aimorthestudy：
Sinoatri乱1（SA）TlOdecel】shaveautom如jciQ，andRJr）CtioT］aSPhysiologicaIpacemakersofthemammalian
heart．whichisgeneratedandmaintainedbymultipleioniccLnTentS．Theslowcomponentofthedelayed
rectifierK＋current（砧）isamqioroutwardcurr叫responsib］e蝕・therepoIarizationofpacemakeraction
中Otentia】anda．soplayacrucia－roleindeterminingthelautOmaticiqT・Tntracel］uIarCa2＋，afundamental
T・nOdu］ator of．electrical activitiesin cardiac rnyocytes，ir）teraCtS With calmodulin（CaM）and
Ca24施lmoduIinJependentprT）teinkinaselI（CaMKmtoregulatevariouscardiacionchannels．Tntheguinea
plgVentricuhrcells，砧h乱Sbeenshowntobeaと㌔tsensitiv6Current，buttherearecon郎ctingdataonthe
Ca2＋orc㌔→把aMsensitivib・OftheKCNQlorKCNQllKCNE】currentir）di飴rentceJl】ines肛CNQlgene
encodesthepore一缶rmingαSubunit，WhichassociatesKCNEltoproduceんsthechannel）．Thepresentstudy
wasdesignedtoeX叩Iinethepossibleregu］ationofhbyC㌔orca2†K：ahAandclarifytheinvoIvementof
CaMKlトdependentmechanisminthisprocess．
Methods；
1．SAnodeceIIDreT］aratioFt：SjngleSArlOdecellswereobtained舟omtheheartofadultHartleyguln飽PIgS
usinganenzymaticdissociationprocedure．Theisolatedcellswe這storedat40Cinthehigh・K＋，low－Cr
Km允br且he（KB）solu血nfbrla旭rusewi也in亀h．
2・WhoIe・CellDatChqclamp recordiTlg：hWaS elicitedbydepolariziT唱teStPulses glVen fhm a holdiT唱
potentiaIof－50TrlV四㌔currentwastheninactivated）tovariouslevels，andh．LaTtdhWereblockedby
niso］dipine（0．4pM）and E－403］（5pM），r甲peCtively．SA node cells w椚COnStantly perfused with
extraceIluJarsolutionat36±10C．D血fbrvolt喝edependenGeOflKsaCtiVatiorlWaSfittedtoaBoJtzmann
equation：屯tan＝Jk帆maJ（1＋exp（tVtm－V．A）瑚），Whereも帆m畔is the触d maximaltailcur陀nt
amplitude，VIJZisthehalf・maXima］volt喝e，Vmisthetestpotential，andkis血eslopefhctor．Thedeactiv誠ion
kineticswasdeterminedbyatwoexponentia］fitofhtailcurrenttrace．
3・ActionDOtentialrecordir）g：Spontaneousactionpotentialswererecordedinnorma］Tyrodesolutionwith
amphotericinB（100pghTll）addedinthepipettesolution，aJldthemeasurementswerestarted5－10mina鮎r
SeaIfbnm如ion．
4．SolutionsandGhemicals：ToexaminethesensitiviQ・Of砧toCaZ＋，thepipettesolutioncontaininglower
Ca2＋concentration（pCalO，Ca（－））wascomparedwi叫COntrOHpCaT，Ca（＋）），aSWellaswithBAPTA－AM，a
membrane－permeablec凪Icitlmhstchel薗Or．Theinhibit肝S，AIP，KN・93toge血erw抽itsarldogKN・92were
usedtotesttheinvoIvementofCaMKHinC㌔1caMpotentiatedh．Aspecjfickinhibitor，HMR1556，WaS
appliedtocIarib，rOleof砧inpacemakeractivib，．
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Resu胞：
1・＿誌邑inSAnodeGellsissensitivetointracellularCa2＋：Bythedi飴r ntdi ］ysisofthecellinterior，Ca（・）
Pipettesolutiontypicallyreachedthemaximumreduction叫5minaflerruptureofthepatchmembrane・
Howev即，inaseparatecontroIset，thenormalizedtailcumntWithCa（t）solutioLl（1．01±0・025，n＝25）was
Signi鮎antlyla増訂thanincellsd的zEdw坤CaHsolution（0・6名主0・045，n＝19）・ThecurreTTtdensitjes
Were3．67土0．39and7．42j＝0．76pA巾Fin cells dialyzedwith Ca（－）and Ca（可pipette solutions，
respectively．Moreov叫under Ca（可COnditions，a reductioninんs was detectedimmediately a鮎r
extraceIluJarperAJSio口With10pMBAPTA・AM．TheseresultssuggesttbatcytosolicC㌔＋iscritica］fbr
main也i血gthebasa】acdvityofんsinna崩veSAu鵬ecells．
2．CaMincreas朋友5in a Ca2＋－d印endent manner：Since CaMisamgormediator nCaチ＋－dependent
moduJationofionc応nneIsweinvestigatedthepossib］einvoIvementofCaMmodulationintheCa2＋
SenSitivib，OfJK，．DialysisofCaM（400nM）withCa什）pipettesolutionsignincantlyirlCreaSedhト42％
iTICreaSe）comparedwiththeinitialva］ueobtainedshortIy（≦～40S）afterintraceJluIarperfhsionandinduced
asignificantte允sh拍inthevo］tagedependenceofchaTmelactivatior）．lncontrast，CaMcouldnotpotentiate
hinc611sdialyzedwithCaHpipettesolution，SuggeStiTlg血Htimul血TyaGtionofCaMonhisCaF＋
dependent．
3・InvoIvementofCaMK・TIsima］inginCanCaM・induced毎activation：Next，We班aminedthero】eof
CaMKIHn丑帽r喝ulationoftheC㌔1把乱M－inducedkinc柁耶euSlngCaMⅢlinhib如帽KN一犯mdAIP．
TheJkwas orI］ymarkedlyreducedby60．0土3．7％a蝕rtreatmentwithKN－93butnotwithitsanaIog
KN－92．However，KN－93resul随dinweaker壷inhibition（20．5j＝4．7％）withCa（－）solution，SuggeSting
thattheCaMKHaGtionon砧POtentiationisa］soCa2＋dependent．KN－93perfbrmedasameresu］tinthe
VOttage・GlamppTOtOCOIsiTnuladngspont乱neOuSaCtionpotentialS．Similarresultswefeobtainedindi軸sis
WithAIP・Furthermore，WhenpretreatedwithKN胡b曲reruPturePatChmembrane，dialysisCaMwithCa
（＋）so］utioncouIdnotincrease砧，indicatingthattheincreaseofLL，eJicited恥′Ca封把aMismed坤dviathe
Ca：MKJI軸naJingpathway．TheconclusionwasstrengthenedbytheobservationofasignificantiT）CreaSein
砧a鮎rdire鵬d叫画mfCaMKIIdelt乱
4．E的ctofCaMKTIonsPOntaneOuSaCtioTl10tentjalsin蜜uineaDi蜜SAnodecells：Finally，WeeXaminedthe
efFbctsofCaMKJIonspontaneousactionpotentials．ExtraceIluIarappJicationofKNL93graduaJlysIowed仇e
repoIarizingphaseoftheactionpotentiatandspon乱neOLISeXCitationwasalmostabolishedby血eexposureto
KN－93fbr～2min Al岳0，ATP（permeab］e匂′Pe）almost completely arrested the pacemaker activity．
CoHectively，thesedぬS嶋geStthatthebasalCaMKHpathw8yPIaysanessentiat roleinmodu］ationof
PaCeTmkeractivityinguineapigSAnodecells．AspeCi鮎Lksinhibitor，HMR1556，prOducedd甲DlaTization
OftheMDP乱ndreductioninRringrate，S嶋geStingtdlathefhnction’ofJkiscriticallyinvoIvedinregulatioTl
Ofspontaneousexcit如ion．
D南紀u鮎ion
Jnthepresentstudy，WeidentifiedthatintracellularC㌔＋regulatedhandblockedthePhenomenonof砧
decline．ExogenoyslyappliedCaMpotentiatedhir”Ca2＋・dependentmanner．CaMalsochangedthe
ChanneIgathgbyproducir唱aSignificantle罰：ShiflinthevoltagpdependenceofchanTLelactivation，Whidh
may dueto the bindingbetween CaM and KCNQl accordingto recentreports．Mostimportantly，the
inhibitorsofCaMKIIabolishedCa2「把aM－induced血；increase，SuggeStingtheinvolvementofCaMKII，
whichTT］aydirect】yphosphoryIate砧ChannelandmediatetheCa竹CaM・inducedenhancementof砧．
Chnclusion
Ca247CaMmoduTates砧inSAnodecellsofguineapigthrou畠hactivation・oftheCaMKITsignalingpathway．
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学位論文審査の結果の要旨
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（学位論文審査の結果の要旨）（明朝体11ポイント、600字以内で作成のこと。）
心筋ペースメーカーや心室筋において遅延整流性カリウム電流のSlowComponent（Iks）は、
活動電位の再分極において重要な役割を果たし、種々の情報伝達経路によって制御されてい
る。本研究は、モルモットの洞房結節細胞においてWholecellpatchclamp法を用いて、Ca2＋／
calmodulin（CaM）の関与について検討を行い、以下の点を明らかにした。
1）lksの電流密度は、細胞内の低Ca濃度に比し、高Ca濃度状態で増大した。
2）細胞内CaM（400nM）投与は、ガラス電極内液Ca存在時に著明に増加した。
3）特異的CaMKIl阻害剤であるautocamtide－2inhibitorypePtide（500nM）および
KN－93（lPM）は、高濃度Ca存在下で1ks活性を抑制した。
4）KN－93の前処理によりCaMによるIks活性は消失した。
以上の結果より、モルモットの洞房結節細胞において、Ca2＋／CaMはCaMKIlを介してIksを
活性化し、CaMKIIの増強効果が生理的あるいは病態生理的な状態における洞房結節の自律性
の調節に関与している可能性が示唆された。
本論文は、遅延整流性カリウム電流のIksのCa2＋／CaMによる制御について新しい知見を与え
たものであり、最終試験として論文内容に関連した試問を受け合格したので、博士（医学）の
学位論文に値するものと認められた。
（総字数598字）
（平成27年1月27日）
